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Patentansor u c h e 



Kolloidales Volumenersatzmittel aus Hvdroxyathyl- 
starke und Hamoglobin, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Hydroxyathylstlirke rait H&noglo- 
bin stromafrei gekoppelt 1st. 

Volumenersatzmittel nach Ansnruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die HydroxyathylstSrke einen Anteil von 
mindestens ?0 % Amylopectin-JIydrolysat aufweist. 

Volumenersatzmittel nach Ansnruch 1 Oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die Hydroxy athy 1st arke eine Eicren- 
viskositat von 0,05 - 0,30 dl/g bei 25°C aufweist." 

Volumenersatzmittel nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB die HydroxyHthylstarke 
einen ^thersubstitutionsgrad bis zu O f 90 HydroxvHthyl- 
gruppen oro Starkemolekiil aufweist. 

Volumenersatzmittel nach einem der AnsprUche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, da3 die HydroxySthylstarke 
ein -Molekulargewicht 7^ von 50.000 bis 700.0O0 und 
ein teilchengemitteltes Molekulargewicht 3 von 20.000 
bis 100.000 aufweist. " 

Volumenersatzmittel nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Athylenglykolanteil ' 
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der riydroxyMthylstarke weniger als 0,5 Gewichtsteile 
kthylanglykol au^ 100 Teile nodifizierte Starke be- 
tragt. 

Volumenersatzmittel nach einem der Anspriiche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, dafi das Hamoglobin aus frischem 
Humanblut frei von Jntigenen, Zellbestandteilen und 
Pyrogenan hergestellt ist. 

Verfahren zur Herstellung eines Volumenersatzmittels 
nach einer. der Anspriiche 1 bis 7 , dadurch gekennzeich- 
net, daB die Hydroxy* thylstarke mit Hilfe eines Ver- 
netzungsreagenzes alt Hamoglobin stromafrei gekoppelt 
vrird. 

Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daG 
das Vernetzungsreagenz Bromcyan, Diisocyanat, ein 
Succinircidderivat, Halogenessigsaurederivat , Carbon- 
saureacid oder dergleichen ist, 

Verfahren zur Herstellung einer Infusionslosung auf der 
Basis eines Volumenersatzmittels nach einem der Anspriiche 
1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daS Hydroxyathyl-Hamo- 
globin- Verne tzungsprodukte in Losung gebracht werden, 
wobei die LQsung steril isotonisch und isoonkotisch ist. 
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Kolloidales Volumnersatzmittel aus 
KvdroxyHithylstarke und Hemoglobin 



Die Erfindung bezieht sich auf kolloidale Volumenersatz- 
irdttel aus Hydroxyathylstarke und Hemoglobin und deren Her- 
stellunasverf ahren • 

Blut- und Plasma verluste bis zu ca. 1,5 Liter nach Ver- 
letzungen f Operationen und intemen Erkrankungen lassen 
sich heutzutage durch Infusion kolloidaler Volumenersatz- 
mittel (z.B. Gelatine, Dextrane, HydroxyMthylstSrke) aus- 
gleichen. Diese Kolloide tierischen bzw. pflanz lichen Ur- 
sprungs dienen dabei der Aufrechterhaltung eines kolloid- 
osmotischen (onkotischen) Druckes und einer physiologischen 
*?asserbindung, welche im Blut im wesentlichen durch Human- 
albumin geregelt werden. 
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libersteigt d e r Blut- oder Plasma ver lust 1500 ml, so 
reicht die verblelbende Erythrocytes ahl fUr elnen 
adaquaten Sauers toff transport nlcht aus, so daB Zellen, 
Gewebe und Organe nlcht ausreichend mit Sauerstoff ver- 
sorgt werden. In solchen Fallen muBte Vollblut ubertra- 
gen werden, ein Vorgehen, welches trotz sorgfaltiger 
Spenderauswahl mit Risiken behaftet ist. Insbesondere 
treten folgende Nachteile auf ; 



a) Gruopengleiches Blut, insbesondere seltenere Gruppen, 
wie Rh negativ, AB Oder B, kann nicht unbegrenzt be- 
reitgestellt werden. 

b) Mit jedem BlutprSparat (Vollblut ebenso wie Blutbestand- 
teile) werden korperfremde Substanzen zugefuhrt, die 
eine Immunisierung bewirken und eine spatere lebens- 
rettende Bluttrans fusion durch anaphylaktische Zwischen- 
falle gefShrden kSnnen. 

O Nach Vollbluttransfusionen unter Anwendung anderer 

Blutpraparate kann es zu einer Hepatitis kommen, wel- 
che oft zu einer lebenslangen Belastung des Patienten 
fuhrt. 



d) 



Blutplattchen und weifle Blutk6rperchen sind nur wenige 
Tage lebensfMhig und eine Aggregatbildung zugrunde ge- 
gangener Zellen erfordert die Anwendung von Mikrof li- 
tem bei Bluttransfusionen, uia Verstopfungen im Mikro- 
kapillarenbereich von Lunge, Gehirn und Herz zu ver- 
meiden. • 
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e) Vollblut und Blutbestandteile sind wegen der erfor- 
derlichen Sicherheitsmaflnahmen und der kurzen Ver- 
wendbarkeit relativ kostspielig. 

Zu den PrSparaten, welche im Hinblick auf eine 0 2 -tragende 
Funktion im tierischen Organisraus seit Jahren getestet 
werden, geh6ren die Pluorkohlenwasserstof f-Emulsionen 
und stromafreie HamoglobinlSsungen. 

Der klinische Finsatz vollsynthetischer Fluorcarbon- 
emulsionen (Clark und Geyer, Triangel, U r 4, 115 (1973) 
ist bisher nicht moglich. Emulsionsstabilitat und quan- 
titative Ausscheidung der korperfremden Fluorkohlenwas- 
serstoffe und der Emulgatoren sind ungelQste Probleme. 

Auch der klinische Einsatz zellfreier HMmoglobinlosun- 
gen, welche von Rabiner (J. Exp. Med. 126, 1127 (1967) 
vorgeschlagen und von zahlreichen Forschern in Europa 
weiterentwickelt wurden, konnte bisher nicht realisiert 
werden, da diese PrSparate nierentoxische Wirkung, Extra- 
vasationen und Gerinnungsstorungen zeigten. 

Selbst die quantitative Beseitigung samtlicher Zellfrag- 
mente durch Relihan (Ann. Surg. 176, 700 (1972) als nach- 
gewiesene Ursache nephrotoxischer Wirkungen von stroma- 
freien HHmoglobinl8sungen verhalf der H3moglobinlSsung 
nicht zur klinischen Anwendung, da die Verweildauer im 
Kreislauf fUr eine adequate Volumenwirkung zu kurz ist. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein kolloidales 
Volumenersatzmittel mit sauerstof ftragender Wirkung zu 
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schaffen. Die Volumenvirkung soil dabei nach Ausmafl 
und Dauer vorwahlbar sein, und die 0,-tragende Wir- 
kung soil die Wirkung einer Vollbluttrans fusion haben. 

Die Losung der gestellten Aufgabe durch die Erfindung 
besteht darin, daB das bewahrte kolloidale Volumener- 
satzmittel Hydroxyathylstarke mit Hanrcglobin stroma- 
frei tiber chemische Vernetzungsverbindungen gekoppelt 
wird, Wie im foigenden an einem Beispiel demonstriert 
wird : 



Hydroxys thy Is t Mrke 
(= HAS) 



HSs-Cyan-Derivat 



HftS-OHGB 



bzw. chemisch fonauliert: 



H&S OH 



Vernetzungsititttel 
(Bromcyan) 



Hamoglobin zellfrei 
(= HGB) 



Br-CN 



H&S O-CsM 

HSS O-I m HGfi 



+ H 2 N HGB 



-HBr 
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Ganz entsprechend lassen sich auch andere Vernetzungsrea- 
genzien einsetzen, wie z.B. Diisocyanat, Succinimidderivate, 
KalogenessigsSurederivate, Carbonsaureazide und andere Ver- 
netzungsreagenzien . 

Die HydroxySthylstarke weist vorteilhaft einen Anteil von 
mindestens 90 % Amylopectin-Hydrolysat , eine Eigenviskosi- 
tat von 0,05 - 0,30 dl/g bei 25°C, einen &thersubstitutions- 
grad von 0,00 bis 0,90 Hydroxyathylgruppen pro St&rkeraole- 
kul, ein gewichtsgemitteltes Molekulargewicht H w von 50.000 
bis 700.000, ein teilchengemitteltes Molekulargewicht M n von 
20.000 bis 100.000 und einen Athylenglykolanteil von weniger 
als 0,5 Gewichtsteilen Xthylenglykol auf 100 Telle modifi- 
zierte Starke auf. 

Das stromafreie Hamoglobin wird vorteilhaft aus frischem 
Humanblut frei von Antigenen, Zellbestandteilen und Pyro- 
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genen lyophillsiert hergestellt. 



Die nit der Erfindung erzielten Vorteile bestehen ins- 
besondere darin, daB die kurze Kreislauf verweildauer 
des Hamoglobins durch Verkniipfung mit HF.S gezielt ver- 
langert wird. Sie laBt sich durch die Art der Vernetzung, 
Vernetzungsgrad und durch Molekulargewichtsverteilung 
und Substitutionsgrad der gewShlten Hydroxyathylstarke 
variieren. Somit ergibt sich die M6glichkeit, HAS/HGB- 
Praparate mit unterschiedlicher Volumenwirkung nach Aus- 
mafl und Dauer herzustellen, also z.B. ein Praparat mit 
6 h mittlerer Volumenverweildauer (d.h. 50 4 des infun- 
dierten Volumens sind nach 6 h noch im Kreislauf nach- 
weisbar) oder ein anderes PrMparat mit 2 h mittlerer Ver- 
weildauer (d.h. 50 % des infundierten Volumens sind nach 
2 h noch im Kreislauf nachweisbar) . Weiterhin wird die 
Hydroxyathylstarke durch die Bindung des Hamoglobins zum 
0 2 - und C0 2 -Trager. 

Die Bindungsfestigkeit des Sauerstoffes last sich durch 
Vernetzungsart und Vernetzungsgrad variieren. Weitere 
Vorteile des erfindungsgemaBen Volumenersatzmittels be- 
stehen darin, daB es keine Hepatitis oder andere Krahk- 
heiten iibertragt, blutgruppenunabhangig einsetzbar, in 
groflen Mengen definiert herstellbar, ttber einen langen 
Zeitraum lagerfahlg und daher tiberall verfugbar und 
rasch einsetzbar 1st. Zum anderen kann dieses Ersatz- 
mittel mit niedriger Viskositat als mikrozlrkulatorisch 
aktive LSsung fur Durchblutungsstorungen gefertigt wer- 
den. 
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Die Herstellung und Verwendung des erfindungsgemaflen 
Volumenersatzmittels 1st im nachstehenden durch sin 
Beispiel erlSutert: 

Herstellungsheispiel; 

Eine LSsung von 1 g Bromcyan in 10 ml Dioxan wird bei 
pH 9,0 in eine wafirige L6sung von 5 g HAS unter Riihren 
und Eisktihlung zugstropft, wobei ein pH von 9,0 durch 
Autotitration rait NaOH 6 n aufrechterhalten wird. Nach 
einstiindigem Rtihren unter Eiskiihlung wird durch Zugabe 
der Sfachen Mange Aceton das HydroxyathylstMrke-Cyan- 
Derivat ausgefMllt, zentrifugiert und mit Aceton und 
Eiswasser gewaschen. AnschlieBend wird es bei 4°C in 
Phosphatpuffer (pH 7,3) gelSst, 5 ml einer zellfreien 
Helmoglobinlosung (10 mg/ml) zugegeben und 24 h unter 
LichtabschluB geriihrt. AnschlieBend wird die LcSsung 
durch ein 0,2 Mikronfilter sterilfiltriert und in ste- 
rilen lichtgeschiitzten Flaschen kiihl gelagert. 

Hydroxyathylstarke/Hamoglobin-Vernetzungsprodukte dieser 
Art lassen sich durch entsprechende sterile VerdUnnung 
auf isotonische und isoonkotische Verhaitnisse bringen 
und kSnnen nach erfolgreicher chemischer, biologischer 
und Partikelkontrolle als kolloidale Volumenersatzmittel 
mit sauerstofftragender Wirkung eingesetzt werden. 

Dies ISBt sich im Tierexperiment stellvertretend demon- 
strieren, wie vereinfacht beschrieben wird: 
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Zwergschweine mit einem Kdrpergev/icht unter 20 kg werden 
unter Narkose und konstanter Beatmung mit einem definier- 
ten Luft/0 2 -Gemisch in 10 min Abstanden arteriell ent- 
blutet (10 ml/kg) , gleichzeitig wird H&S/HGB-L6sung mit 
vergleichbarem Hamoglobingehalt intravenos durch Druck- 
infusion zugefiihrt. 

Die Aufrechterhaltung eines normalen Blutvolumens und 
physiologischer arterieller und zentralvenoser 0 2 -Spannun- 
gen dienen als Beleg, dafl Volumenwirkunq und sauerstoff- 
tragende Wirkung entsprechend dem eingesetzten H&S/HGB- 
Praparat bis zu einem Blutersatz von 50 % und dariiber 
hinaus mSglich ist. 

Eine laufende Uberwachung der hMmodynamischen Parameter 
Herzzeitvolumen, Pulmonalisdruck, linker Vorhofdruck, 
peripherer V/iderstand und direkter Blutdruck sowie der 
Nierenausscheidung und Methamoglobin ermBglichen eine 
weitere Wirkungskontrolle der verschiedenen einsetzba- 
ren H&S/HGB-Praparate. 

Hydroxyathylstarke/HSmoglobin-Vernetzungsprodukte lassen 
sich fttr die verschiedenen Anwendungsbereiche von Bluter- 
satzmitteln somit aus definierten Ausgangsprodukten und 
deshalb mit mafigeschneiderter Volumen/Oxygen-Wirkung her- 
stellen. 

Die 0 2 -Transportkapazitat last sich dabei durch die Wahl 
der Vernetzungsreagenzien und des Vernetzungsgrades vari- 
ieren, da HMmoglobin in beliebigem VerhMltnis mit HXS ge- 
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koppelt werden kaniu Die Kreislaufverweildauer und der 
Volumenef fekt 1st vorherstimmbar durch die Wahl des je- 
weils eingesetzten KiiS-Praparates. 

Als mQgliche Einsatzbereiche konunen in Frage: 

a) Ersatz von Blut- und Plasmaverlusten, welche 
1,5 Liter uberschreiten (bei Unf alien, Opera- 
tionen und Erkrankungen; 

b) Vorfoillung der Herz-Lungen-Maschine bei Herz- 
operationen , 

c) Cardiophlegische Losung, 



d) Perfusion von Transplantaten , 

e) Rheologisch wirksame LSsungen mit hyperonkotischer 
Wirkung und geringer Viskositat. 

Beim Ersatz groBerer Blutverluste durch H£S/HGB-L6sungen 
ist eine tfberwachung und Korrektur des Gerinnunas- und 
Iromunsystems durch Substitution geeigneter Fraktionen 
erforderlich. 
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